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Abstract 
Remediating petroleum contaminated soil is a big task. Ex situ methods involve 
digging up, transporting, remediating and returning contaminated soil which is 
expensive and environmentally hazardous. Therefore in situ methods of soil 
remediation are being developed. However, these methods require some form of 
validation. Due to soil being a complex below ground matrix with large biological 
and physical variation this isn’t a simple matter. This literature review examines 
the feasibility of a novel method for validating in situ bioremediation. The 
proposed method is to extract inoculated earthworms from the soil several times 
during bioremediation and examine their metabolomics using 
1
H NMR 
spectroscopy. The resulting metabolomics profiles are then analyzed as a time 
series using PCA to discern changes in response to petroleum. This proposed 
method is based on research which is still in its infancy and thus some questions 
remain to be answered before application is possible. The two main questions that 
remain to be answered are how clearly the metabolomics response to petroleum 
can be discerned from background variation and to what extent earthworms avoid 
petroleum in the field. However, assuming the questions raised are answered 
favorably, the proposed method can be of interest under the right circumstances 
due to its potential to measure actual field effects on an ecosystem engineer with 
high sensitivity.  
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7 
Inledning 
Det pågår ett stort arbete med inventering av förorenad mark i Sverige. Cirka 
85000 områden är misstänkt eller konstaterat förorenade, av dessa är 25 000 
riskklassifierade varav 1000 är klassifierade som allvarligt förorenade (riskklass 
1) och 7000 områden har sannolikt stora risker (riskklass 2) (Naturvårdsverket, 
2017a). Oljedepåer och oljeraffinaderier utgör gemensamt 44 allvarligt förorenade 
områden och 115 områden i riskklass 2 (Naturvårdsverket, 2017b). De 
huvudsakliga föroreningarna vid dessa områden kan antas gå in under 
benämningen petroleum i betydelsen råolja, dess destillationsfraktioner samt från 
dessa förädlade produkter som exempelvis bensin. Delvis på grund av lagkrav 
men kanske framför allt drivet av en vilja att kunna nyttja marken kommer många 
av dessa områden förmodligen saneras. Olika föroreningsnivåer, angivna som 
koncentrationer av ämnen, anses acceptabla beroende på markanvänding. Högst 
krav ställs för känslig markanvänding, vilket till exempel omfattar 
bostadsbyggnationer. Ifall nivån för känslig markanvänding inte uppnås kan det 
åtminstone antas att fastighetsägaren har ett intresse av att uppnå nivån mindre 
känslig markanvändning vilken inkluderar kontorsbyggnationer. 
Behandlingsmetoder för förorenade områden går att gruppera in i två 
principiella huvudkategorier, ex situ och in situ. Ex situ innebär, i sammanhanget, 
att man gräver upp den förorenade jorden och behandlar föroreningen på en 
specialiserad anläggning. I motsats till detta finns in situ metoder i vilka 
föroreningen behandlas på plats. Ex situ präglas av ett par problem; rent 
ekonomiskt är det kostsamt och miljöpåverkan är stor då det är något av en 
industriell process med uppgrävning, transport, anläggning, och behandling 
(Azubuike et al, 2016). Själva ingreppet att gräva upp den förorenade jorden 
innebär i sig en stor miljöpåverkan (Azubuike et al, 2016). In situ framstår som ett 
attraktivt alternativ för bioremediering då man undslipper problemen med ex situ 
behandling. Givetvis uppstår nya problem, som exempelvis inverkan på den 
lokala ekologin samt svårigheter med att kontrollera i vilken grad saneringen 
lyckats (Azubuike et al, 2016). 
Det finns alltså ett icke-trivialt problem att verifiera att in situ 
bioremediering fungerar, både för att testa nya saneringsmetoder i forskningssyfte 
och för att kunna bekräfta praktisk applicering av bioremedieringsmetoder. För att 
kunna göra det måste man först vad som är målet eller målen med saneringen. 
Vanliga mått och kravnivåer på föroreningar är baserade på koncentrationer. Det 
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är svårt att ta representativa markprover av koncentrationen av en förorening i 
mark om den inte är heterogent fördelad (Albaseer et al, 2011). Om man tar 
djupet i beaktande blir det dessutom begreppsligt komplicerat att fastställa en 
koncentration. Med koncentrationer definierade i kg/m
2
 ytareal blir definitionen 
enkel men tämligen ointressant då spridningen på djupet utelämnas helt. Denna 
definition används av Naturvårdsverket i deras riktvärden för förorenad mark 
(Naturvårdsverket, 2009). Föroreningar som är heterogent spridda i marken kan 
dessutom lokalt befinna sig i skademässigt höga koncentrationer trots en i större 
skala låg koncentration. Ett uppmätt genomsnittligt värde på koncentration mätt 
som kg/m
2
 är inte särdeles relevant för bedömning av ekotoxikologisk effekt 
(Cofield et al, 2008). De ekologiska effekterna av petroleum i mark kan förväntas 
vara störst i marken varför man rimligen kan förvänta sig att skydd av den 
biologiska mångfalden uppnås vid en nivå vid vilken markekologin skyddas från 
påverkan. Vid en skyddsnivå vid vilken de mest utsatta områdena skyddas på 
lokal nivå kan man rimligen anta att även ekosystem skyddas. Påverkan på 
människohälsa beror på transportvägar ur marken in i människokroppar och ligger 
utanför detta arbetes omfång. 
Ekologiska effekter av föroreningar beror inte på deras totala 
koncentrationer utan den biotillgängliga koncentrationen, hädanefter benämnt 
biotillgängligheten (Khan et al 2012). Ett ytterligare skäl till varför total mängd 
petroleumkolväten (PHC) är en dålig proxy för ekotoxikologisk risk är att 
nedbrytning av dessa, vilket uppenbarligen minskar koncentrationen, ger upphov 
till metaboliter vilka kan öka toxiciteten (Shen et al, 2016). Biotillgänglighet 
varierar mycket och är den avgörande faktorn för miljöpåverkan av en viss mängd 
av ett visst ämne (Simpson och McKelvie, 2009). De pedologiska 
omständigheterna är avgörande för biotillgängligheten (Cachada et al, 2014). 
Grövre partiklar med mindre yta binder upp mindre mängd föroreningar vilket 
medför en högre biotillgänglighet. Lerpartiklar och organiskt material binder upp 
och minskar biotillgängligheten. Även strukturen i marken har en stor inverkan, 
jordgångar grävda av maskar och insekter mobiliserar och ökar 
biotillgängligheten. Vidare suger rötter upp vatten och drar därmed ut vattenlösta 
partiklar ur jorden vid artspecifika djup. Det finns alltså en mycket stor variation 
mellan biotillgängligheten hos en viss mängd förorening i olika områden, på stor 
och liten skala, samt potentiellt över tid. På grund av denna variation behövs det 
integrativa mått på miljöpåverkan. Med integrativ menar jag här att i så stor 
utsträckning som möjligt bestämma ett medelvärde på toxiciteten över rummet. 
Den perfekt integrativa bioindikatorn vore en organism som befinner sig i lika 
stor utsträckning överallt i marken. Den skulle dessutom ha ett för marklevande 
organismer representativt upptag av en förorening samt dess metaboliter. Ämnena 
skulle sedan ge upphov till en graderad respons beroende på deras toxicitet. 
Det pågår intensiv forskning om metoder för in situ bioremediering av 
petroleumförorenad mark. Bioremediering går ut på att förbättra förutsättningarna 
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för biologisk nedbrytning av oönskade ämnen (Azabuike et al, 2016). Det finns 
många mer eller mindre beprövade tillvägagångssätt för att uppnå detta; man kan 
exempelvis tillföra en bakteriekultur som har förmåga att bryta ner föroreningen, 
syresätta marken för att påskynda naturlig nedbrytning, plantera växter 
(phytoremediering) som suger upp föroreningarna eller vars rhizosfär utgör en 
god miljö för nedbrytning (Azabuike et al, 2016). Inokulering med daggmask 
används som del i bioremedieringsprogram, speciellt vid phytoremediering i syfte 
att röra om samt syresätta marken (Dendooven et al, 2011) (Bouin et al, 2013). 
Gemensamt för bioremediering är, som termen indikerar, att organismer bryter 
ner eller tar ut förorening ur marken. De kan per definition bara påverka den 
biotillgängliga fraktionen av en förorening varför bioremediering ofta kan 
förväntas minska biotillgängligheten så väl som koncentrationen. Dessutom finns 
det metoder, som exempelvis tillsättning av biosurfaktanter, vilka har helt eller 
delvis som syfte att öka tillgängligheten av föroreningen för nedbrytande 
organismer. Dessa metoder medför risker för ökad biotillgänglighet och därmed, 
åtminstone på kort sikt, ökad ekotoxicitet trots minskad koncentration. 
En vanlig metod vid ekotoxikologiska undersökningar av förorenad mark är 
att gräva upp markprover för att sedan testa deras toxicitet i laboratoriemiljö. Det 
är ett tillvägagångssätt som motiveras av att det möjliggör använding av 
standardiserade test i laboratoriemiljö med alla fördelar det för med sig. Det 
medför dock två stora problem. Dels har vi problemet med att ta representativa 
markprover vilket är särskilt stort för hydrofobiska föroreningar, vilket en 
betydande andel av PHC är (Kim et al, 2017). För det andra medför all hantering 
av markproverna förändring av markstrukturen, mikroaggregat slås sönder eller 
nybildas vilket potentiellt kan medföra stora förändringar i biotillgänglighet 
(Albaseer et al, 2011). Denna förändring i biotillgänglighet är extra relevant vid in 
situ bioremedieringsmetoder, vilka framförallt påverkar den biotillgängliga 
fraktionen. Ifall bioremedieringen har sänkt biotillgängligheten genom att 
påskynda nedbrytningen av den biotillgängliga fraktionen kan det innebära att 
biotillgängligheten inte är i jämvikt och att omrörning av ett markprov därmed 
leder till ökad biotillgänglighet. Ifall biotillgängligheten förändras inför 
ekotoxikologisk provtagning finns det därför en påtaglig risk att ekotoxikologisk 
risk överskattas.  
Ett tillvägagångssätt för att undvika de problem som lyfts i stycket ovan är 
att mäta ekotoxikologisk effekt in situ, det vill säga i fält utan att gräva upp 
markprover. För att göra det använder man sig av bioindikatorer vilka har 
fördelen att de utgör mått på den toxiska effekten snarare än den totala mängden 
(Lors et al, 2009). Bioindikatorer är dock indirekta mått som måste uppfylla en 
mängd krav för att vara användbara. Att övergå från mått på koncentrationer till 
mått på toxisk effekt av föroreningar kan innebära stora samhällsvinster genom att 
sanering av platser där föroreningar har en mätbar effekt på miljön kan prioriteras.  
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Daggmask har använts i stor utsträckning för ekotoxikologiska 
undersökningar, deras användning (i laboratoriemiljö) har rekommenderats av 
OECD med akut dödlighet (1984) och reproduktion (2004 ) som endpoints för att 
jämföra hur giftiga olika ämnen är. Effekter har påvisats på daggmaskars 
reproduktion och metabolism vid PHC-koncentrationer långt under dödliga. 
Maskarna kommer dessutom i kontakt med markens alla faser både oralt och 
dermalt (Bouin et al, 2013).  
Daggmaskar kan delas in i tre grupper baserat på hur de lever sina liv vad 
gäller markdjup. Epigeiska maskar lever sina liv vid ytan och lämpar sig därför 
väl för laboratoriemiljöer. Endogeiska kontrasterar mot epigeiska i det att de 
spenderar sina liv under marken och gräver horisontella gångar (Bouin et al, 
2013). Aneciska, exempelvis den vanliga daggmasken (Lumbricus Terrestris), 
gräver däremot vertikala gångar och pendlar mellan olika djup (Bouin et al, 
2013). Detta gör dem unikt lämpade för bioremediering då de därmed syresätter 
marken. Utöver effekten på bioremediering har dessa gångar en markant 
ekologisk effekt på markmiljön genom sin inverkan på hur vatten och luft rör sig i 
marken (Bouin et al 2013). Dessutom blandar aneciska maskar jorden och sprider 
organiskt material vertikalt vilket har betydande inverkan på markprofilen (Bouin 
et al, 2013). Dessa två effekter av aneciska daggmaskars livsstil innebär att de kan 
klassifieras som ekosystemsingenjörer, en subkategori av nyckelart som 
definieras av att arten har en betydande inverkan på den fysiska miljön och 
därmed indirekt en nyckelroll i ekosystemet (Bouin et al, 2013)(Rochfort, 
Ezernieks och Yen, 2009). 
Analys av metabol respons på föroreningar mätt med 
1
H nuclear magnetic 
resonance spectroscopy (hädanefter, 1H NMR) har lyfts fram som en 
framtidsmetod vad gäller ekotoxikologiska biomarkörer på grund av dess 
känslighet och specificitet (Hernandez-Soriano och Hernandez-Soriano, 2014). 
Med 1H NMR kan man på ett snabbt och enkelt sätt mäta hur mycket det finns av 
olika flyktiga ämnen i ett prov. Provet kan bestå av ett visst organ eller hela 
homogeniserade individer. Whitfield Åslund et al (2011) (2013) fick tydliga 
resultat av PHC-toxicitet på daggmask genom att utföra 1H NMR på hela 
homogeniserade daggmaskar. 
Med ovanstående problem, komplikationer och möjligheter i åtanke framstår 
en genomgång av tillgänglig litteratur i syfte att undersöka möjligheten att 
använda metabola effekter, mätt med 1H NMR, av PHC på anecisk daggmask 
som bioindikator vid in situ bioremediering önskvärd.  
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Definition av undersökt metod 
Under den här rubriken beskrivs den i det här arbetet undersökta metoden. 
Metoden är tänkt att användas för att undersöka effekten av in situ bioremediering 
av petroleumförorenad mark på det ekotoxikologiska tillståndet i marken. 
Metoden kallas härefter ISDM som akronym för In Situ DaggmaskMetabolism. 
ISDM är enbart applicerbart för mark i vilken daggmask kan etableras. Tanken är 
främst att ISDM ska tillämpas vid bioremediering som har inokulering av anecisk 
daggmask som delmoment. 
Den förorenade marken inokuleras med anecisk daggmask, av en art som 
inte finns lokalt, vid bioremedieringens början. En månad senare extraheras 
daggmask genom senapsextraktion som beskrivet av Singh et al (2016). 
Daggmasken fryses omedelbart ner efter extraktion. Hela daggmaskar 
homogeniseras varpå koncentrationerna av flyktiga ämnen mäts med 1H NMR 
spektroskopi. Urvalet av metaboliter för statistisk analys görs utifrån studier om 
föroreningens påverkan på daggmaskmetabolism. Exempelvis kan de metaboliter 
som pekas ut av Whitfield Åslund et al (2011) användas vid oljeförorenad mark. 
Extraktion, nedfrysning, homogenisering och spektroskopi upprepas under 
bioremedieringens gång. Resultaten analyseras med hjälp av en tidsserie av 
Principal Component Analysis (PCA) i syfte att utröna hur metaboliternas 
koncentrationer förändras jämfört med den förväntade effekten från föroreningen. 
Syfte 
Det här arbetet har som syfte att undersöka potentialen för att använda in situ 
daggmaskmetabolism (ISDM) för att följa upp in situ bioremediering av 
petroleumförorenad mark. Potentialen för ISDM ska undersökas genom en 
literaturstudie i syfte att se huruvida den kan leva upp till vissa nödvändiga krav 
på en bioindikator vilka anpassas från kriterier definierade av Dale och Beyeler 
(2001). En fullständig jämförelse med alternativa bioindikatorer ligger utanför 
arbetets ramar.  
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 Metod  
Sökstrategi 
En litteratursökning utfördes i Web of Science med alla publikationer inkluderade 
med följande sökterm i topic: (earthworm) AND (PHC OR petro* OR oil OR 
gasoli* OR fuel OR pah OR “polyaromatic hydrocarbon”) 
En snöbollssökning utgick från de relevanta träffar som erhölls ur 
litteratursökningen. Snöbollssökningen innebar att artiklar som citerade och 
citerades i de relevanta artiklarna som påträffades i den primära sökningen också 
genomsöktes efter relevant information. Förfarandet upprepades för relevanta 
artiklar som påfanns under snöbollssökningens gång. Sökningen utfördes stegvis 
under våren 2017. 
Kriteriedefiniering 
I den här artikeln kommer möjligheten att använda metabola effekter av PHC på 
daggmaskar som bioindikator för validering av bioremediering av PHC-förorenad 
mark utforskas genom en litteraturöversikt. Detta uppnås genom att undersöka 
huruvida bioindikatorn kan leva upp till vissa kriterier som bör ställas. För att 
kunna uppnå detta måste dessa kriterier först definieras. I det syftet har jag utgått 
ifrån en artikel av Dale och Beyeler (2001) i vilken sju kriterier för en god 
bioindikator presenteras. De utgår dock implicit från en mer allmän 
miljöövervakningskontext. Eftersom nödvändiga kriterier definieras av deras 
kontext måste dessa kriterier anpassas för övervakning av bioremediering. Jag 
valde ändå att utgå ifrån deras kriterier dels då de flesta gäller för ekologiska 
indikatorer i allmänhet men också eftersom jag inte lyckades hitta en 
sammanställning av kriterier för bioindikatorer vid in situ bioremediering. 
Jag delar upp deras kriterier i två kategorier; allmänna krav som bör ställas 
på en indikator oavsett kontext, som exempelvis mätbarhet, samt kontextuella 
krav, som förmåga att förutsäga kommande förändringar. De kriterier som faller 
in under den allmänna kategorin används rakt av i den här studien. De 
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kontextuella anpassas till den aktuella kontexten, det vill säga bioindikation för 
uppföljning av in situ bioremediering. 
Allmänna kriterier för bioindikatorer 
Variabilitet 
En god indikator måste ha en låg naturlig variation. Den naturliga variationen hos 
det man mäter måste även vara låg jämfört med responsen. Annars är det svårt att 
urskilja responsen från den naturliga variationen. Ifall man dessutom vill använda 
indikatorn för att mäta gradvisa förändringar måste även skillnaden mellan 
indikatorns respons till de gradvisa förändringarna vara större än den naturliga 
variationen.   
Förutsägbarhet  
Förutsägbarhet är relaterat till variabilitet, och summeras med frågan “Hur pass 
väl kan man förutse indikatorns respons utifrån omständigheterna?”. En god 
indikator bör reagera på ett sätt som är konsekvent. 
Mätbarhet 
En god indikator måste vara mätbar, i en bred mening, inte bara teoretiskt möjlig 
att mäta utan på ett ekonomiskt sätt med tillräckligt god noggrannhet för att 
uppfylla sitt syfte. I mätbarhet ingår att det går att dra slutsatser från resultaten. 
Känslighet  
En god indikator måste vara åtminstone lika känslig som skyddsmålet. Ifall 
exempelvis 5 g/m
3
 av ett visst ämne ger upphov till allvarliga naturvärdesförluster 
och ett övervakningsystem bygger på en indikator som inte ger utslag vid 
koncentrationer lägre än 10 g/m
3
 finns risken att indikatorns låga känslighet 
medför att man inte upptäcker föroreningen trots allvarliga miljöskador. För att 
undvika detta bör man använda sig av indikatorer som är så känsliga som möjligt.  
Kontextberoende kriterier 
Påverkbarhet 
Dale och Beyeler (2001) påpekar att en indikator som indikerar en förändring som 
det inte går att göra någonting åt är meningslös. Detta är inte relevant i en 
bioremedieringskontext då förändringen som skall mätas är önskad.  
För en bioremedieringskontext kan man vända på frågan om påverkbarhet 
till att handla om huruvida en lyckad bioremediering kan påverka indikatorn. Om 
15 
det inte går att påverka indikatorn via bioremediering är det uppenbarligen inget 
bra mått även om det finns ett starkt enkelt förhållande mellan indikatorn och 
föroreningen. Till exempel är extremt känsliga arter, som dör ut lokalt vid 
förorening och tar många år på sig att återetableras, dåliga indikatorer vid 
bioremediering. 
Integrativitet 
Dale och Beyeler (2001) slår fast att en uppsättning bioindikatorer ämnade att 
övervaka ett visst område gemensamt behöver täcka hela systemet. Störningar ska 
alltså kunna upptäckas oavsett deras geografiska skala, djup, frekvens, tillfälle, 
plats eller andra variationer. Detta är inte direkt applicerbart i den kontext som 
behandlas här då detta arbete handlar om en mer väldefinierad störning.  
Jag behåller termen integrativitet från Dale och Beyeler (2001) men skiftar 
betydelsen till att innebära förmågan att integrera toxikologisk effekt av en 
komplex blandning av PHC och dess metaboliter över rummet. Således kan 
integrativitet ses som förmåga att ge någon slags medelvärde på hur allvarlig 
föroreningen är inom ett område.  
 
Förmåga att varna om stundande förändring  
Synonymt med tidig varningssignal (eng. Early warning signal), det vill säga en 
indikation om att ett miljövärde är på väg att gå förlorat som kommer innan 
ekosystemet genomgår en markant förändring. Detta kriterium är dock inte 
intressant i en saneringskontext. 
Det går att vända kriteriet till att handla om en indikation på stundande 
förbättring, det vill säga nedbrytning av PHC. Detta vore en trevlig egenskap för 
snabbare evalueringsresultat av saneringen, en slags prognos, om den gick att 
erhålla utan den extra osäkerheten från temporal distans mellan mätning och 
målegenskap. Dock är det inte ett nödvändigt kriterium och därför utanför 
ramarna för det här arbetet.  
 
Det finns säkerligen ett flertal andra önskvärda egenskaper för bioindikatorer, de 
ligger dock utanför detta arbetes ramar då arbetet begränsar sig till de kriterier 
som listats ovan. Inga anspråk görs på att kriterierna är tillräckliga eller 
uttömmande. 
Jämförelse med kriterierna 
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Jag har gått igenom den framsökta litteraturen efter information som kan indikera 
huruvida det finns potential för att använda ISDM för att övervaka bioremediering 
av petroleumförorenad mark. För att uppnå detta har jag letat efter information 
som kan användas för att avgöra huruvida det finns potential för ISDM att möta 
de kriterier som definierats ovan för övervakning av bioremediering av 
petroleumförorenad mark. Baserat på erhållen information samt resonemang 
presenterade nedan bedömdes potentialen för ISDM att uppnå ovan definierade 
kriterier.  
För att avgöra om ISDM har potential att leva upp till variabilitetskriteriet 
samlades information om daggmaskars metabola variation i fält- och 
laboratoriemiljö samt variationen i daggmaskars respons till PHC. Potentialen att 
urskilja effekten av PHC ur variationen bedömdes med ett kvalitativt resonemang.  
Förutsägbarheten hos en indikators respons utforskas genom fälttest. 
Litteraturen genomsöktes efter studier i vilka metabolismen hos daggmaskar som 
levt i fält mätts och jämförts med andra mått på bioremediering eller 
biotillgängligt PHC. 
Det antas att marken kan inockuleras med daggmask då detta är en 
väletablerad del i bioremedieringsmetoder och utgångspunkt för det här arbetet. 
Likaså anses senapsextraktion samt 1H NMR analys av metabola effekter vara 
väletablerade metoder som inte behöver valideras i sig. Huruvida 
senapsextraktion är kompatibelt med 1H NMR analys av metabola effekter på 
daggmask undersöks genom en diskussion av metabola effekter och förmågan att 
urskilja dessa med hjälp av PCA. Därtill kommer frågan om metoden är för dyr 
för att kunna anses mätbar vilken besvaras genom en grov översikt av kostnader. 
Potentialen för att uppfylla känslighetskriteriet undersöktes genom att 
jämföra koncentrationerna vid vilken effekt av petroleum på daggmask kan 
påvisas i laboratoriemiljö med hjälp av 1H NMR och andra frekvent använda 
bioindikatorer.  
För att bedöma ISDMs påverkbarhet genomsöktes litteraturen efter 
information om daggmaskars förmåga att eliminera PHC samt om kvardröjande 
metabola effekter av PHC. 
Den påfunna litteraturen genomsöktes efter information om daggmaskars 
beteende och upptag i fält i syfte att klargöra huruvida de kan ses integrativa i den 
mening som definierats ovan. En central fråga för att avgöra den integrativa 
förmågan för ISDM antas vara huruvida daggmask undviker PHC i fält. För att 
undersöka det gjordes en litteratursökning i web of science core collections med 
söktermerna (earthworm AND avoid* AND (PHC OR petro* OR oil OR gasoli* 
OR fuel OR pah OR “polyaromatic hydrocarbon”) i topic.  
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Resultat 
Variabilitet 
I laboratoriemiljö visade sig den epigeiska daggmasken Eisenia Fetida ha en låg 
metabol variation i kontrollgruppen, mätt med 1H NMR (Whitfield Åslund et al, 
2011). Däremot skiljer sig metabolismen mätbart inom arten Aporrectodea 
caliginosa mellan två närliggande betesmarker med liknande jordmån och 
användning (Brown et al, 2014). Detta innebär att det inte går att anta att en 
daggmaskart har en viss metabol profil baserat på markmiljön den lever i och 
därmed inte heller att en avvikelse i metabolismen alltid orsakas av en viss 
förorening. För att kunna avgöra inverkan av en viss förorening på 
daggmaskmetabolism i fält behövs det därför väl karakäriserade konsekventa 
metabola effekter av föroreningen.  
En studie av Brown et al (2009) visade att ett antal olika metaboliter hos 
daggmask fick förhöjd eller försänkt koncentration till följd av exponering till 
olika polycykliska armotiska kolväten (PAH). För en del kombinationer av PAH 
och metabolit var riktningen på den metabola responsen koncentrationsberoende 
(Brown et al, 2009). Bensin är en förädlad fraktion av råolja och har liknande 
sammansättning av PHCer oavsett ursprung (Pavon, 2008). Inga studier om olika 
bensiners effekt på metabolismen påträffades i literatursökningen. 
Innan ISDM kan användas i fält för en kategori petroleumprodukter behövs 
en noggrann kartläggning av den metabola responsen. Resultaten från Brown et al 
(2009) indikerar dock att det inte finns någon tillräckligt konsekvent respons att 
kartlägga. Om så är fallet finns ingen potential för ISDM. Hur stor den naturliga 
variationen i daggmaskmetaboliter är över tid på en viss plats återstår att besvaras. 
Ifall denna är stor längs samma gradienter som effekten av en kategori 
petroleumprodukter, exempelvis bensin, innebär det att ISDM är obrukbar vid 
bioremediering av sagda kategori.  
 
Förutsägbarhet 
Inga fältförsök matchande de kriterier som ställts upp i metoden påträffades i den 
genomsökta litteraturen. 
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Mätbarhet 
 
Extraheringen av daggmask kan vara enkel snabb och billig ifall det går att nyttja 
senapsextraktion (Singh et al, 2016). Huruvida det är möjligt beror på om den 
metabola effekten av kemisk extraktion, av daggmask ur marken, kan skiljas från 
eventuell PHC-effekt. Cermak et al (2012)(2013) beskriver den toxikologiska 
effekten av PHC på daggmask som narkotisk, det vill säga allmäntoxisk. Ett 
flertal komponenter av PHC, exempelvis fenantren, har dock visats orsaka mer 
specifika reaktioner från daggmask som inte är narkotiska till sin natur (Whitfield 
Åslund et al, 2011). Dessutom uteblev den vid narkos väntade additiva toxiciteten 
i ett försök av Cermak et al (2012). Om en PHC-blandning har en narkotisk effekt 
kan den förmodligen urskiljas från effekten av senapsextraktion om senap har en 
icke narkotisk effekt eftersom distinkta toxiska effekter kan urskiljas med 1H 
NMR (Guo et al, 2009). Ifall de metabola effekterna av en PHC-blandning och 
senap är likartade går det inte att använda senapsextraktion.  
Potentialen finns alltså för att använda kemisk extrahering av daggmaskar i 
samklang med en metabolisk biomarkör, det krävs dock experimentell validering. 
Ingen direkt validering av detta har påfunnits i de genomsökta artiklarna men det 
faktum att olika substansers metabola effekter har kunnat urskiljas i ett flertal 
olika försök indikerar att potentialen finns (Brown et al, 2009) (Guo et al, 2009). 
Ett enkelt experiment i vilket daggmask exponeras för PHC, exempelvis i form av 
bensin, samt senap var för sig samt gemensamt i laboratoriemiljö för att se ifall de 
tre grupperna kan skiljas åt med hjälp av 1H NMR analyserat med PCA skulle 
kunna validera detta. Ifall så är fallet finns potentialen för en enkel och relativt 
billig metodik i vilken daggmasken extraheras med hjälp av senap två dagar efter 
inockulering, fryses omedelbart för att sedan genomgå 1H NMR. Själva 1H NMR 
analysen behöver inte vara väldigt dyr, en så kallad “benchtop” 1H NMR 
analysmaskin behöver idag inte kosta mer än 72000 sek (Cbrnetechindex.com, 
2017).  
Huruvida en tidsserie av PCA av extraherad daggmask kan tolkas är en 
komplicerad fråga. Ett flertal studier har använt sig av PCA för att jämföra 
metabolism, mätt med 1H NMR, hos daggmask exponerad till PHC med negativ 
kontroll och kunnat skilja mellan grupperna (Whitfield Åslund et al, 2011) 
(Whitfield Åslund et al, 2013) (Brown et al, 2009) (Brown et al, 2010). En av 
dessa använde sig av naturligt oljeförorenad mark i mikrokosmer (Whitfield 
Åslund et al, 2013). McKelvie et al (2013) kunde även skilja mellan metabola 
effekter på daggmask som exponerats för jord med samma koncentrationer 
fenantren men olika biotillgängligheter. Bundy et al (2007) urskiljde effekten av 
zink på metabolomiken med 1H NMR hos naturligt förekommande daggmas 
manuellt utgrävd ur förorenad mark vilket visar att det potentiellt går att urskilja 
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toxiska effekter på in situ daggmask. Däremot har inga studier påfunnits i vilka 
metabola effekter av PHC mätts för daggmask som extraherats ur fältmiljö.  
Det finns alltså potential för en relativt billig och enkel praktisk metodik. Det 
som återstår att visa vad gäller mätbarheten är att resultaten kan tolkas och 
kommuniceras utan alltför stora svårigheter. Huruvida gradskillnader i exponering 
för PHC kan urskiljas för daggmask extraherad med senap från fält återstår att 
visa.  
Känslighet 
Jones et al (2008) visade att 1H NMR kan detektera daggmaskrespons på 
fenantrenföroreningar vid cirka tre gånger lägre koncentrationer än vad som visats 
signifikant påverka reproduktionen. Cvancarova et al (2013) fann att 
daggmasktillväxt var ett känsligare mått än tillväxten på Heterocypris 
incongruens och Lemna minor samt Vibrio fischeri luminiscens.  
Känsligheten gentemot oljeförorenad mark visade sig vara betydligt högre 
för 1H NMR jämfört med klassiska metoder som akut dödlighet samt 
reproduktion för daggmask (Whitfield Åslund et al, 2013). Åslund Whitfield et al 
(2013) visade att effekten av jord som förorenats med olja 20 år tidigare på 
daggmaskars metabolism redan efter två dagar kunde användas som prediktor för 
effekten av samma jord på daggmaskars reproduktion över längre tid. Den 
känsliga metabola mätpunkten är alltså direkt kopplad till maskarnas 
reproduktionsförmåga. 
Daggmaskmetabolism mätt med 1H NMR är alltså ett ekologiskt relevant 
mått på PHC-föroreningar som är känsligare än ett flertal vanliga bioindikatörer.  
Påverkbarhet 
McKelvie et al (2010) visade att tydliga effekter på metabolismen kvarstår 
åtminstone 15 dagar efter koncentrationen av biotillgänglig PAH kommit mycket 
nära 0. Det saknas studier som undersökt metabola effekter längre tid efter 
exponering än 15 dagar. Cvancarova et al (2013) fann att jämnvikt uppnåddes 
efter 15 dagars exponering till PAH förorenad mark. Det är rimligt att anta att en 
metabol effekt kvarstår efter eliminering av föroreningen eftersom återhämtning 
tar tid (McKelvie et al, 2010). Denna effekt bör dock avta så småningom varför 
det finns anledning att tro att en reducering av biotillgänglig PAH går att uppmäta 
om än med viss fördröjning. Cermak et al (2013) utförde utförliga ackumulerings- 
samt elimineringsförsök för ett flertal distillationsfraktioner av råolja vidare 
uppdelade i alifatiska samt aromatiska fraktioner. Ackumuleringen skiljde sig 
markant men gemensamt för alla fraktioner, förutom de alifatiska med högst 
kokpunkt, var att de eliminerades inom loppet av ett par veckor. Även de som 
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eliminerades långsammare än alla andra beräknades vara nästintill fullständigt 
eliminerade efter ett trettiotal dagar. Försöket av Cermak et al (2013) utfördes på 
Eisenia Andrei, en epigeisk art likt andra daggmaskar som används vid 
laboratorieförsök. 
Under antagandena att förmågan att eliminera PHC inte är förbehållen 
epigeisk daggmask samt att en tillfälligt högre dos av PHC inte ger kroniska 
effekter kan slutsatsen dras att mätpunkten anecisk daggmaskmetabolism 
påverkas av lyckad bioremediering av PHC-förorenad mark. Bägge dessa 
antaganden behöver dock valideras innan ISDM kan användas.  
Integrativitet 
Daggmask är i allmänhet mer integrativa än många andra organismer av ett flertal 
skäl. För det första tar de genom sitt sätt att äta upp ämnen i många former, 
vattenlösta, bundna till mineraler eller organiskt material och agglomererade 
(Bouin et al, 2013). För det andra kombinerar de upptag via “huden” och matintag 
(Bouin et al, 2013). Aneciska maskar gräver vertikala gångar och tar till sig 
näring från ett vitt spann av olika djup (Bouin et al, 2013). Aneciska daggmaskar 
har därmed potentialen för en ovanligt stark integrativitet i ett vertikalt perspektiv 
då de utsätter sig för föroreningar både via dermalt och oralt upptag i många olika 
djup.  
En central fråga för integrativitetskriteriet är daggmaskens undvikande 
beteende. Daggmaskars undvikande beteende vad gäller PHC är föga undersökt. 
Sökningen om undvikande beteende gav 17 träffar varav de flesta är irrelevanta. 
Brown et al (2009) påvisade ett visst mått av undvikande beteende i 
laboratoriemiljö men Eijsackers et al (2001) fann inget sådant beteende. Med 
såpass lite och motsägelsefull information kan inga slutsatser dras om undvikande 
beteende i fält förutom att ett undvikande beteende inte kan uteslutas samt att det i 
så fall medför underskattning av ekotoxikologisk effekt. 
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Diskussion 
För att ISDM ska vara applicerbart måste marken som bioremedieras vara av en 
för maskarna fördelaktig jordart, med tillräckligt högt pH för att undvika 
aliminiumförgiftning. Föroreningen får inte heller vara för allvarlig eftersom 
daggmask inte klarar sig i allvarligt PHC-förorenad mark (Ramadass, 2015). 
Klamerus-Iwan et al (2015) rapporterade minskning av daggmaskdensitet till följd 
av ytapplicering av maskinolja vid 100 g olja/m
2
 och lokalt utdöende vid 
applicering av 200 gram olja/m
2
. ISDMs användningsområde är därför troligen 
begränsat till mark med föroreningskoncentrationer runt 100 gram PHC/m
2
 eller 
lägre, beroende på biotillgänglighet. På grund av kostnaden för inokulering av 
daggmask är ISDM i första hand av intresse för uppföljning av bioremediering 
med inokulering av daggmask som delmoment.  
Huruvida bioremedieringen har en direkt effekt på metabolismen hos 
daggmask som kan blandas ihop med saneringsresultat måste utredas separat för 
varje bioremedieringsmetod. I vissa fall kan det kanske utseslutas på teoretisk 
basis, annars behövs experimentell validering innan ISDM kan tillämpas. 
En stor fördel med att använda in situ effekter på anecisk daggmask som 
bioindikator är att de är ekosystemingejörer. En uppmätt effekt på dem har 
därmed ekologisk relevans förutsatt att effekten kan kopplas till ekologiska 
effekter. Åslund Whitfield et al (2013) kunde förutspå reproduktiva effekter på 
Eisenia fetida utifrån metabola effekter uppmätta efter 2 dagar i mikrokosmer 
som innehöll mark som blev förorenad med olja 20 år innan experimentet 
utfördes. Förutsatt liknande effekter på annan mask kan man därför anta 
populationseffekter på eventuell lokalt förekommande daggmask om metabola 
effekter påvisas med ISDM. 
De flesta studier om PHC-effekt på daggmaskmetabolism har använt sig av 
enbart fenantren, en PAH som är ett treringat kolväte och återfinns i bensin. 
Cermak et al (2013) visade att aromatiska kolväten, PAHer ackumuleras i högre 
grad än alifatiska, icke aromatiska, kolväten och därför bidrar i större utsträckning 
till den toxiska effekten av komplexa PHC-blandningar som bensin. Arten Eisenia 
fetida används i denna samt de flesta andra studier jag refererar till, förmodligen 
eftersom den används som standardförsökdjur vid ekotoxikologiska studier 
(OECD 2004). Arten är dock epigeisk och därmed inte inte aktuell för metoden 
vars potential undersöks i den här artikeln. Detta medför att en viss försiktighet 
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måste tillämpas vid tolkningen av resultatet då extrapoleringen av resultat för en 
art till en annan medför ett extra lager osäkerhet. 
En ovisshet av central betydelse är i vilken utsträckning daggmask undviker 
PHC. Ifall det undvikande beteendet är stort hos en art i fält och föroreningen 
antingen mycket lokaliserad eller starkt agglomererad finns risken att allvarligt 
underskatta föroreningar med ISDM. Förhållandet mellan sänkt metabol respons 
och lyckad bioremediering är komplicerat. Ifall biotillgängligheten är låg från 
början finns risken att ingen förbättring kan påvisas med ISDM även vid lyckad 
bioremediering. Det kan till och med visa sig att den metabola effekten ökar till 
följd av tillfälligt förhöjd biotillgänglighet. Även om ISDM visar sig fungera väl 
kvarstår därmed en viss svaghet i att det är ett mått enbart på den biotillgängliga 
fraktionen. Mått på total PHC-koncentration är därför ett naturligt komplement. 
Ifall den metabola responsen hos en daggmaskart gentemot en kategori av 
PHC, exempelvis bensin, varierar beroende på den exakta PHC-kompositionen är 
ISDM inte praktiskt användbart. Det skulle i sådana fall antingen krävas ett 
enormt register av metabola reaktioner mot väldigt specifika PHC-blandningar för 
att enkelt kunna dra slutsatser utifrån ISDM. Ett alternativ för statistisk analys av 
1H NMR resultat är att titta på mer specifika effekter så som Åslund et al (2011) 
gjorde då de fann kovarians mellan ett antal metaboliter som påverkades av 
fenantren. Denna djupare analys av metabola effekter är dock ännu ganska 
outforskad och man kan förvänta sig olika effekter av olika PHCer i olika doser 
(Brown et al, 2009). En mer djupgående analys av 1H NMR resultaten förutsätter 
därför en betydande mängd forskning om kombinationseffekter av PHC och även 
om potentialen finns är forskningsläget för nuvarande långt ifrån att kunna stödja 
ett sådant förfarande. Det skulle möjligen gå att dra slutsatser med hjälp av en mer 
djupgående analys av resultaten, denna skulle dock vara mycket akademiskt 
krävande, arbetsintensiv samt öppet för tolkning och problematisk för 
riskkommunikation. 
I ISDM saknas både positiv och negativ kontroll. Ett alternativ är att 
inokulera daggmask strax utanför det förorenade området som kontroll men som 
Brown et al (2014) visade kan metabolomiken skilja sig inom ett mindre område, 
vilket förtar syftet med kontrollen. En ytterligare komplikation med att ta en 
kontroll utanför det förorenade området är osäkerhet kring föroreningens 
spridning. Dessutom finns risken att indirekt påverkan av föroreningen på 
metabolismen kan komplicera användandet av kontrollen.  
Komplikationen med metabol variabilitet skulle kunna kringgås genom att ta 
direkta mått på bioackumulering av föroreningen istället för att studera metabola 
effekter. Att mäta mängd bioackumulerad PHC ger däremot ingen direkt 
information om toxisk effekt vilken skulle behöva beräknas för att koppla 
mätpunkten till ekotoxikologisk påverkan. Beräkning av toxisk effekt från 
komplexa blandingar är komplicerat (Kombinationseffekter av föroreningar, 
2008). Genom att studera metabola effekter erhålls den totala sammanvägda 
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effekten av alla komponenter i en PHC samt dess metaboliter i kontrast till 
bioackumuleringsmått.  
Att utgå ifrån koncentrationer i marken, vilket i dagsläget är vanligt, 
inbegriper samma svårigheter att beräkna den toxiska effekten som att utgå ifrån 
koncentrationer i daggmask. Det tillkommer dessutom två ytterligare lager av 
osäkerhet vad gäller beräkning av markkoncentration samt upptag för att 
modellera biologisk effekt. Cachada et al (2014) demonstrerade att kemisk 
bestämning av biotillgängligheten hos PAHer, vilka utgör en stor del av den 
toxiska effekten av PHC, ger inkonsekventa resultat och ofta överskattar risk. 
Khan et al (2012) slår fast att PHC-koncentration är en mycket svag prediktor för 
toxicitet. Kemiska bestämningar av föroreningar ger oss alltså inte den 
information som vi behöver för att fastställa ekologisk risk varför det behövs 
biologiska mått.  
För att kunna dra slutsatsen att förutsägbarheten är hög skulle ISDM behöva 
testas i fält med konsekventa resultat. Dock har inga fältförsök testat förmågan för 
ISDM att spegla biotillgänglig PHC vid bioremediering. Det är av intresse 
khuruvida förutsägbarheten visar potential att förbättras ifall ovan nämnda vidare 
forskningsbehov tillgodoses. Den avgörande faktorn för om potential finns för 
god förutsägbarhet är huruvida en viss klass av petroleumprodukter, exempelvis 
bensin, orsakar konsekventa förutsägbara, dosberoende effekter på åtminstone en 
anecisk daggmaskarts metabolism. Om det saknas tydligt dosberoende kan 
gradvisa förbättringar inte påvisas med ISDM.  
Innan det går att utföra fältförsök måste de metabola effekterna av olika 
petroleumproduker kartläggas samt det undvikande beteendet studeras närmre. 
Ifall det undvikande beteendet visar sig vara negligerbart och metabola effekter 
av, exempelvis, bensin konsekventa så bör ISDM testas i fält. Om fältförsöken 
dessutom visar att den toxiska effekten tydligt går att urskilja ur variationen i fält 
är ISDM en god kandidat för uppföljning av bioremediering under rätt 
omständigheter.   
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Slutsats 
Denna studie visar att det finns potential för metabol respons av daggmask in situ 
från PHC-förorenad mark mätt med 1H NMR som metod för uppföljning av in 
situ bioremediering. Huruvida bakgrundsvariabiliteten är låg nog för att tydligt 
urskilja förändringar av den metabola inverkan av biotillgängligt PHC är osäkert. 
Inga fältförsök har testat ISDMs förutsägbarhet. Under förutsättningen att de 
metabola effekterna av senapsextraktion är enkla att skilja från de som orsakas av 
PHC-föroreningar verkar ISDM vara praktiskt mätbart. ISDM har en hög 
känslighet och är troligtvis påverkbart av bioremediering av PHC-förorenad mark. 
Det finns potential för god integrativitet om daggmaskar inte undviker PHC-
föroreningar i stor utsträckning i fält. Sammanfattningsvis påfanns inga 
anledningar till att förkasta idén om ISDM för övervakning av bioremediering av 
PHC-förorenad mark. Däremot finns stora kunskapsluckor som måste åtgärdas 
innan ISDM kan nyttjas i praktiken.  
 
  
26 
  
27 
Tack 
Jag  skulle  vilja  tacka  min handledare Håkan Wallander för  hans raka  rör, 
hjälpsamma  kritik  och trevliga bemötande. Min mor Kerstin Larsson ska ha 
hemskt mycket tack för sin uppmuntran  och  brutala  ärlighet. Min  fru  Tatyana  
Atamanchuk  förtjänar  också  tack  för  att  hon varit förstående och låtit mig ha 
sovrummet i fred klockan 6 på morgnarna för att få  lite  skrivande  gjort,  samt  
för  att  hon  låtit  mig  komma  undan en  del  med ursäkten ”jag måste fokusera 
på min kandidat”. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
28 
 
 
 
 
 
29 
Referenser 
Albaseer, S. S., Rao, R. N., Swamy, Y. V. & Mukkanti, K. 2011. Analytical artifacts, 
sample handling and preservation methods of environmental samples of synthetic 
pyrethroids. Trac-Trends in Analytical Chemistry, 30(11), pp 1771-1780. 
Aslund, M. W., Celejewski, M., Lankadurai, B. P., Simpson, A. J. & Simpson, M. J. 2011. 
Natural variability and correlations in the metabolic profile of healthy Eisenia 
fetida earthworms observed using H-1 NMR 
metabolomics. Chemosphere, 83(8), pp 1096-1101. 
Aslund, M. W., Stephenson, G. L., Simpson, A. J. & Simpson, M. J. 2013. Comparison of 
earthworm responses to petroleum hydrocarbon exposure in aged field 
contaminated soil using traditional ecotoxicity endpoints and H-1 NMR-based 
metabolomics. Environmental Pollution,182(263-268. 
Azubuike, C. C., Chikere, C. B. & Okpokwasili, G. C. 2016. Bioremediation techniques-
classification based on site of application: principles, advantages, limitations and 
prospects. World Journal of Microbiology & Biotechnology, 32(11), pp. 
Blouin, M., Hodson, M. E., Delgado, E. A., Baker, G., Brussaard, L., Butt, K. R., Dai, J., 
Dendooven, L., Peres, G., Tondoh, J. E., Cluzeau, D. & Brun, J. J. 2013. A 
review of earthworm impact on soil function and ecosystem services. European 
Journal of Soil Science, 64(2), pp 161-182. 
Brown, J. N., Samuelsson, L., Bernardi, G., Gooneratne, R. & Larsson, D. G. J. 2014. 
AQUEOUSANDLIPID NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE 
METABOLOMIC PROFILES OF THE EARTHWORM APORRECTODEA 
CALIGINOSA SHOW POTENTIAL AS AN INDICATOR SPECIES FOR 
ENVIRONMENTAL METABOLOMICS. Environmental Toxicology and 
Chemistry, 33(10), pp 2313-2322. 
Brown, S. A. E., McKelvie, J. R., Simpson, A. J. & Simpson, M. J. 2010. H-1 NMR 
metabolomics of earthworm exposure to sub-lethal concentrations of 
phenanthrene in soil. Environmental Pollution, 158(6), pp 2117-2123. 
Brown, S. A. E., Simpson, A. J. & Simpson, M. J. 2009. H-1 NMR metabolomics of 
earthworm responses to sub-lethal PAH exposure. Environmental 
Chemistry, 6(5), pp 432-440. 
30 
Bundy, J. G., Keun, H. C., Sidhu, J. K., Spurgeon, D. J., Svendsen, C., Kille, P. & 
Morgan, A. J. 2007. Metabolic profile biomarkers of metal contamination in a 
sentinel terrestrial species are applicable across multiple sites. Environmental 
Science & Technology, 41(12), pp 4458-4464. 
Cachada, A., Pereira, R., Ferreira da Silva, E. & Duarte, A. C. 2014. The prediction of 
PAHs bioavailability in soils using chemical methods: State of the art and future 
challenges. Science of the Total Environment, 472(463-480. 
Cbrnetechindex.com. (2017). SpinSolve | Magritek | MRIGlobal CBRNE Tech Index. 
Tillgänglig på: http://www.cbrnetechindex.com/p/3301/Magritek/SpinSolve 
[Accessed 13 Aug. 2017]. 
Cebron, A., Cortet, J., Criquet, S., Biaz, A., Calvert, V., Caupert, C., Pernin, C. & Leyval, 
C. 2011. Biological functioning of PAH-polluted and thermal desorption-treated 
soils assessed by fauna and microbial bioindicators. Research in 
Microbiology, 162(9), pp 896-907. 
Cermak, J., Stephenson, G., Birkholz, D. & Dixon, D. G. 2013. INVESTIGATION OF 
THE TOXICOKINETICS OF PETROLEUM HYDROCARBON 
DISTILLATES WITH THE EARTHWORM EISENIA 
ANDREI. Environmental Toxicology and Chemistry, 32(5), pp 1006-1015. 
Cofield, N., Banks, M. K. & Schwab, A. P. 2008. Lability of polycyclic aromatic 
hydrocarbons in the rhizosphere. Chemosphere, 70(9), pp 1644-1652. 
Cvancarova, M., Kresinova, Z. & Cajthaml, T. 2013. Influence of the bioaccessible 
fraction of polycyclic aromatic hydrocarbons on the ecotoxicity of historically 
contaminated soils. Journal of Hazardous Materials, 254(116-124. 
Dendooven, L., Alvarez-Bernal, D. & Contreras-Ramos, S. M. 2011. Earthworms, a 
means to accelerate removal of hydrocarbons (PAHs) from soil? A mini-
review. Pedobiologia, 54(S187-S192. 
Eijsackers, H., Van Gestel, C. A. M., De Jonge, S., Muijs, B. & Slijkerman, D. 2001. 
Polycyclic aromatic hydrocarbon-polluted dredged peat sediments and 
earthworms: A mutual interference. Ecotoxicology, 10(1), pp 35-50. 
Eisentraeger, A., Dott, W., Klein, J. & Hahn, S. 2003. Comparative studies on algal 
toxicity testing using fluorometric microplate and Erlenmeyer flask growth-
inhibition assays. Ecotoxicology and Environmental Safety, 54(3), pp 346-354. 
Fernandez, M. D., Cagigal, E., Vega, M. M., Urzelai, A., Babin, M., Pro, J. & Tarazona, J. 
V. 2005. Ecological risk assessment of contaminated soils through direct toxicity 
assessment. Ecotoxicology and Environmental Safety, 62(2), pp 174-184. 
31 
Guo, Q., Sidhu, J. K., Ebbels, T. M. D., Rana, F., Spurgeon, D. J., Svendsen, C., 
Sturzenbaum, S. R., Kille, P., Morgan, A. J. & Bundy, J. G. 2009. Validation of 
metabolomics for toxic mechanism of action screening with the earthworm 
Lumbricus rubellus. Metabolomics, 5(1), pp 72-83. 
Hackenberger, B. K., Velki, M., Stepic, S. & Hackenberger, D. K. 2012. The effect of 
formalin on acetylcholinesterase and catalase activities, and on the concentration 
of oximes, in the earthworm species Eisenia andrei. European Journal of Soil 
Biology, 50(137-143. 
Hentati, O., Lachhab, R., Ayadi, M. & Ksibi, M. 2013. Toxicity assessment for 
petroleum-contaminated soil using terrestrial invertebrates and plant 
bioassays. Environmental Monitoring and Assessment, 185(4), pp 2989-2998. 
Hernandez-Soriano, M.C. & Hernandez-Soriano, M.C., 2014. Metabolomics for Soil 
Contamination Assessment. In Environmental risk assessment of soil 
contamination. Rijeka, Croatia: InTech, pp. 459–481. 
Jones, O. A. H., Spurgeon, D. J., Svendsen, C. & Griffin, J. L. 2008. A metabolomics 
based approach to assessing the toxicity of the polyaromatic hydrocarbon pyrene 
to the earthworm Lumbricus rubellus. Chemosphere, 71(3), pp 601-609. 
Khan, M. I., Cheema, S. A., Shen, C. F., Zhang, C. K., Tang, X. J., Shi, J. Y., Chen, X. C., 
Park, J. & Chen, Y. X. 2012. Assessment of phenanthrene bioavailability in aged 
and unaged soils by mild extraction. Environmental Monitoring and 
Assessment, 184(1), pp 549-559. 
Kim, G., Chowdhury, S., Lin, Y.-m. & Lu, C.-J. 2017. Soil sampling strategies for site 
assessments in petroleum-contaminated areas. Environmental Geochemistry and 
Health, 39(2), pp 293-305. 
Klamerus-Iwan, A., Blonska, E., Lasota, J., Kalandyk, A. & Waligorski, P. 2015. 
Influence of Oil Contamination on Physical and Biological Properties of Forest 
Soil After Chainsaw Use. Water Air and Soil Pollution, 226(11), pp. 
Kombinationseffekter av föroreningar. (2008). [ebook] SWECO VIAK. Tillgänglig på: 
http://www.diva-portal.org/smash/get/diva2:781793/FULLTEXT01.pdf [Besökt 
16 Aug. 2017]. 
Lankadurai, B. P., Wolfe, D. M., Aslund, M. L. W., Simpson, A. J. & Simpson, M. J. 
2013. H-1 NMR-based metabolomic analysis of polar and non-polar earthworm 
metabolites after sub-lethal exposure to phenanthrene. Metabolomics, 9(1), pp 
44-56. 
32 
Lors, C., Ponge, J.-F., Martinez Aldaya, M. & Damidot, D. 2010. Comparison of solid-
phase bioassays and ecoscores to evaluate the toxicity of contaminated 
soils. Environmental Pollution, 158(8), pp 2640-2647. 
McKelvie, J. R., Aslund, M. W., Celejewski, M. A., Simpson, A. J. & Simpson, M. J. 
2013. Reduction in the earthworm metabolomic response after phenanthrene 
exposure in soils with high soil organic carbon content. Environmental 
Pollution, 175(75-81. 
McKelvie, J. R., Wolfe, D. M., Celejewski, M., Simpson, A. J. & Simpson, M. J. 2010. 
Correlations of Eisenia fetida metabolic responses to extractable phenanthrene 
concentrations through time. Environmental Pollution, 158(6), pp 2150-2157. 
Naturvårdsverket. (2017a). Fakta om förorenade områden. [online] Tillgänglig på: 
http://www.naturvardsverket.se/Sa-mar-miljon/Mark/Fororenade-omraden/ 
[Besökt 16 Aug. 2017]. 
Naturvårdsverket, 2017b, NATURVÅRDSVERKET RAPPORT 6749 Miljömålen – Årlig 
uppföljning av Sveriges nationella miljömål 2017, Bromma 
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development), 1984. Guideline for 
testing of chemicals No. 207. Earthworm acute toxicity test. OECD, Paris, 
France. 
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development), 2004. Guideline for                        
testing of chemicals No. 207. Earthworm reproduction test. OECD, Paris, France. 
Peijnenburg, W. & Jager, T. 2003. Monitoring approaches to assess bioaccessibility and 
bioavailability of metals: Matrix issues. Ecotoxicology and Environmental 
Safety, 56(1), pp 63-77. 
Rochfort, S. J., Ezernieks, V. & Yen, A. L. 2009. NMR-based metabolomics using 
earthworms as potential indicators for soil health. Metabolomics, 5(1), pp 95-
107. 
Shen, W., Zhu, N., Cui, J., Wang, H., Dang, Z., Wu, P., Luo, Y. & Shi, C. 2016. 
Ecotoxicity monitoring and bioindicator screening of oil-contaminated soil 
during bioremediation. Ecotoxicology and Environmental Safety, 124(120-128. 
